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Abstract
Infection rates after arthroplasty surgery are between 
1-4 %,  rising  significantly  after  revision  procedures. To 
reduce the associated costs of treating these infections, and 
the patients’ post-operative discomfort and trauma, a new 
preventative method  is  required. High  intensity  narrow 
spectrum  (HINS)  405  nm  light  has  bactericidal  effects 




theatres during surgery, cultured osteoblasts were exposed 
to HINS-light of intensities up to 15 mW/cm2 for 1 h (54 J/
cm2). Intensities of up to 5 mW/cm2 for 1 h had no effect on 
cell morphology, activity  of alkaline phosphatase, synthesis 
of collagen or osteocalcin expression, demonstrating that 
under  these  conditions  this  dose  is  the maximum  safe 
exposure  for  osteoblasts;  after  exposure  to  15 mW/cm2 
all  parameters  of  osteoblast  function were  significantly 
decreased. Viability  (measured  by  protein  content  and 
Crystal Violet staining) of the osteoblasts was not influenced 
by exposure to 5 mW/cm2 for at least 2 h. At  5 mW/cm2 
HINS-light  is  an  effective  bactericide.  It  killed  98.1 % 
of Staphylococcus aureus and  83.2 % Staphylococcus 




















Healthcare  associated  infections  (HAI),  defined  as 
infections which are not present at  the  time the patient 
enters hospital, are an ever increasing problem in modern 
healthcare  affecting  approximately  1  in  10  patients 
admitted  to UK hospitals  (Reilly et al., 2007). Despite 
current  attempts  to  resolve  the  problem,  including 
campaigns to improve hygiene in hospitals, particularly 








million  patients with  an HAI,  of which  155,668  died 
(Klevens et al., 2007). The rise in prevalence of HAI can 
partly be attributed to the increased use of antibiotics 
leading  to  antibiotic  resistant  strains  of many bacteria 
(McGowan, 1983).  It  is  clear  that novel  approaches  to 
bacterial inactivation are required.
  HAI  take many  forms.  The most  common  type 
of  infection  reported  by  the  Scottish National  HAI 
Prevalence  Survey  was  found  to  be  urinary  tract 
infection (UTI), accounting for 17.9 % of cases (Reilly 
et al., 2008), with a major  risk  factor being  the use of 
indwelling catheters. Surgical site infections (SSI) are 
the next most common, accounting for 16 %. The use of 
indwelling  or  implanted medical  devices  is  increasing 
with  technological  advances,  and  so  the  incidence  of 










(Wilson et al.,  2008). Staphylococcus epidermidis has 
also been identified in a large number of cases (Hamilton 
and  Jamieson,  2008). The  source  of  these  infections 
is many-fold. Patient  skin will  contribute,  but  general 
contamination of  the operation site and equipment  is a 
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major  issue. This  is  particularly well  documented  in  a 




flow ventilation,  by which  a  continuous flow of  highly 
filtered  bacteria-free  air  is  recirculated  under  positive 
pressure  into  the  operating  field  and  air  contaminants 
generated during surgery are removed from the site, was 
introduced to orthopaedic operating theatres in the 1980s. 
However,  even with modern  laminar  flow ventilation, 
unacceptably high numbers of bacterial isolates are still 





(UV)  light  in  the  operating  theatres  is more  effective 
than laminar flow ventilation at reducing the number of 
airborne bacteria, and Ritter et al. (2007) reported that UV 
radiation reduced the risk of infection in joint replacement 
procedures from 1.77 to 0.57 %. Despite this effect, UV 
radiation  has  not  been widely  used  in  the UK  as  the 
protective clothing required by operating staff is deemed 





photosensitiser  molecules  (Anderson  et al., 2006; 




this  405  nm blue  light  can  inactivate  various  bacteria, 
including Staphylococcus aureus, methicillin-resistant 
S. aureus (MRSA), S. epidermidis and Escherichia coli 
(Guffey and Wilborn, 2006; Maclean et al., 2008a; Maclean 
et al.,  2009). The mechanism of  bacterial  inactivation 
is  thought  to  be  by  photostimulation  of  endogenous 
intracellular porphyrins, which leads to the generation of 
reactive oxygen  species  (ROS)  (Orenstein et al.,  1997; 
Papageorgiou et al.,  2000; Guffey  and Wilborn,  2006; 
Maclean et al., 2008b). Exposure to 405 nm light at doses 
that inactivate S. epidermidis has been shown to not affect 
the  viability  of  fibroblasts  in vitro, or their contractile 
activity in a wound healing model – the fibroblast populated 
collagen hydrogel lattice (McDonald et al., 2011).












infection  following  arthroplasty  procedures. To  assess 






the effect of exposure of osteoblasts in vitro to bactericidal 
doses of HINS-light was determined in terms of viability, 
morphology  and  function. Osteoblast  functions were 
assessed by alkaline phosphatase (ALP) activity, collagen 
synthesis and osteocalcin expression.
Materials and Methods
Culture and 405 nm light exposure of osteoblasts
The  effect  of  405  nm HINS-light was  determined  on 
immortalised  neonatal  rat  calvarial  osteoblasts  cultured 
in  Dulbecco’s Modified  Eagle’s Medium  (DMEM) 
supplemented with 10 % v/v foetal calf serum, 1 % v/v 




use,  the  required  cell  concentration was  prepared  in 
complete DMEM and seeded onto the surface of multi-
well plates (0.2 mL for 96-well plates; 1 mL for 24-well 




























Markers of osteoblast function
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HINS-light at irradiances between 0.5 and 15 mWcm2 by 
the dephosphorylation of p-nitrophenyl phosphate (pNPP; 
1 mg/mL). DMEM was removed, wells washed with PBS, 
and 200 µL of 1 mg/mL pNPP in 0.1 M glycine buffer, 
pH 10.4, containing 1 mM MgCl2 and 1 mM ZnCl2, added to 

















density. Instead of solubilising the cells post-staining, 
they were visualised with bright field microscopy (Zeiss 
Axioimager microscope; Zeiss, Oberkochen, Germany).
  Osteocalcin  secreted  into  the medium  3,  6  and  10 
days  after  exposure  of  cells  to  405  nm HINS-light  at 
irradiances  between 1.8  and  15 mWcm2 was measured 
with  an ELISA kit  (BT-490, Biomedical Technologies, 
Stoughton, MA, USA)  according  to  the manufacturer’s 
instructions. Production of osteocalcin by the osteoblasts 
was maximised by treating the cells for 3 days with 10-8 M 
1,25-dihydroxy vitamin D3 (Martinez et al., 2001).




then  treated with  1 %  osmium  tetroxide  and  uranyl 




Measurement  of viability
The  total protein content   of  the osteoblasts attached  to 
the  culture  dishes was  determined  2  and  3  days  after 
exposure to  5 mW/cm2 HINS-light for between 1 and 3 h. 





for  30 min  followed by  staining with 1 mg/mL Crystal 
Violet for 20 min. The stain was solubilised with 0.1 % 
Triton X-100  in PBS  for  24  h  on  a  rotary  plate  before 
measuring the absorbance at 540 nm.
Culture and 405 nm HINS-light exposure of bacterial 
pathogens
Culture collection strains of Staphylococcus aureus NCTC 
4135 and Staphylococcus epidermidis NCTC 11964 were 
obtained from the National Collection of Type Cultures 
(Collindale,  UK).  Clinical  bacterial  isolates  used  in 
this study were Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, Corynebacterium striatum, Enterococcus 
faecalis, Micrococcus sp., Escherichia coli, Klebsiella 






into  100 mL  broth  (Oxoid/Thermo  Fisher  Scientific, 
Basingstoke,  UK)  and  incubated  at  37  °C  for  18  h 
under  rotary  conditions  (120  rpm). All microorganisms 
were  cultured  in Nutrient Broth  (Oxoid/Thermo Fisher 
Scientific) with the exception of C. striatum, which 









bacterial species except C. striatum, which was seeded 
onto blood agar (Oxoid/Thermo Fisher Scientific).
 For exposure of S. aureus NCTC 4135 and S. epidermidis 
NCTC 11964, the 405 nm HINS-light source used was the 
same  as  that  used  for  exposure  of  the  osteoblast  cells. 
Microbial  samples were  exposed  to  1  h  durations  of 
405 nm light with an irradiance level of 5 mW/cm2 (~18 J/
cm2). Post-exposure, plates were incubated at 37 °C for 
24 h before enumeration. Results represent the mean of 
a minimum of  triplicate  replicates,  and  are  reported  as 





UK) was  used which  provided  an  average  irradiance 





seeded on the agar surfaces were exposed to increasing 
durations of light treatment (between 2.5 min to 1 h), and 
non-exposed control plates were set-up for all samples. As 
with the culture collection isolates, results are reported as 





assigned at p < 0.05.
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Results
Effect of 405 nm HINS-light exposure on osteoblast 
function
The function of osteoblasts following exposure to 405 nm 
HINS-light was monitored by ALP  activity  and by  the 









control at 72 h post-exposure (Fig.1).

















was  significantly  suppressed  in  osteoblasts  exposed  to 




  To detect  any  effects  on  cell morphology,  scanning 
electron microscopy was performed on cells immediately 
following  a  1  h  exposure  to  5  and 15 mW/cm2 HINS-
light. Cells that had not been exposed to HINS-light had 
classic  osteoblast morphology  (Fig.  5A). They  appear 
well attached and stretched out, and high magnification 
images of individual cells showed no remarkable surface 
features.  Osteoblasts  exposed  to  1  h  at  5  mW/cm2 
appeared to be similar to the controls (Fig. 5B), but after 
exposure to 15 mW/cm2 they had a noticeably different 
appearance compared to control cells (Fig. 5C). Although 
the cell density appeared similar, the proportion of cells 
that were  attached  and  stretched  out was  less. Higher 






  Having  determined  that  exposure  to  5 mW/cm2 for 
1 h was a safe dose of 405 nm HINS-light in terms of the 
osteoblast functions, cells were exposed to this irradiance 
level  of  light  for  up  to  3  h  to  establish  the maximum 
duration this irradiance of light could be used safely. 
Viability of the cells in culture was measured 48 and 72 h 
post-exposure by both total protein content and DNA 
Fig. 1. ALP expression at 24 (♦) and 72 (■) hours post-exposure of osteoblasts treated at between 0.5 and 15 mW/
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Fig. 2. DIC microscopy images of osteoblasts stained with picrosirius red. Image (A) and (B) show control cells and 
those exposed to 15 mW/cm2 HINS-light for 1 h, respectively, at 48 h post-exposure.
Fig. 3. Collagen synthesis by osteoblasts exposed to HINS-light. Cells were exposed to (from left to right at each 
time point); control, 0.5 mW/cm2, 1.8 mW/cm2, 5 mW/cm2 and 15 mW/cm2 for 1 h. * indicates significant difference 
from control (p < 0.05, ANOVA followed by Dunnett’s comparison, n = 3 independent experiments ± SEM).






Effect of 405 nm HINS-light exposure on bacterial 
pathogens
Osteoblast  exposure  determined  that  1  h  exposure  to 
5 mW/cm2 light was non-detrimental to the osteoblast cells. 
Experiments were carried out to assess whether this level 
of exposure could induce a bactericidal effect in S. aureus 
and S. epidermidis. Results, shown in Table 2, demonstrate 
that exposure to 5 mW/cm2 for 1 h successfully reduced 
bacterial contamination, with a 98 % and 83 % reduction 
in population achieved with S. aureus and S. epidermidis, 
respectively.
  Exposure of a range of clinical isolates from infected 
arthroplasties  demonstrated  that  405  nm HINS-light 







for the clinical S. aureus and S. epidermidis isolates with 










The  results of  this  study demonstrate  that  intensities of 





was  replaced with  phosphate  buffered  saline  (PBS)  for 






for ROS  generation  has  been  shown  to  be  riboflavin, 












significant effect  (Khadra et al., 2005) but inhibition at 
high doses (2 J/cm2) of light at a wavelengths of 670 nm 




to  the effect on ALP activity. Exposure  to  intensities of 
up to 5 mW/cm-2 for up to 1 h had no significant effect 
on the ability of osteoblasts to synthesise collagen, while 
exposure  to  higher  intensities  significantly  reduces  this 
function. Although collagen synthesis has been shown to 
be both stimulated (Stein et al., 2005; Saracino et al., 2009) 
and inhibited (Marques et al., 2004) by laser irradiation, 
there are no studies in the literature using an equivalent 
irradiance of light to that used in the present study. Staining 
of  the  collagen with  picrosirius  red  and visualising  the 
stained  cells  by microscopy proved not  to  be  sensitive 
enough to detect the inhibition of synthesis in the cells, 




  Osteocalcin  is  the most  abundant  non-collagenous 
protein produced by osteoblasts, and studies on knock-out 
mice suggest  that  it has osteogenic regulatory functions 
(Ducy et al.,  1996). The ELISA kit  used  in  this  study 
has  been  shown  to  be  an  effective  reliable method  for 
determining  osteogenic  potential  (Nakamura  et al., 
2009). As reported previously, osteoblasts did not secrete 





previously  (Owen et al.,  1991). Measuring  osteocalcin 




days 3 and 6 where n = 6).
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Fig. 5. SEM micrographs showing  the effect of a 1 h exposure  to 5 and 15 mW/cm2  (B and C) HINS-light on 
osteoblast morphology. Control (A). Scale bars are 5 µm.
Fig. 6. Viability of osteoblasts 
following exposure to 5 mW/
cm2  HINS-light  for  1,  2  and 
3 h. A shows the Crystal 
Violet staining of cultures 
incubated in the presence of 
5 mW/cm2  HINS-light,  and 
control cultures incubated in the 
absence of HINS-light. B shows 
the protein content of cultures 
incubated in the presence of 
5 mW/cm2  HINS-light,  and 
control cultures incubated in 
the  absence  of  HINS-light. 
(*p < 0.05, unpaired student 
t-test,  comparing  the  controls 
and HINS light treated samples 





















formation. The  decrease  in  surface  area  observed  after 
exposure to 15 mW/cm2 HINS-light confirms an effect on 
the cells, and may represent the shrinking associated with 









The  time  required  for  implantation  of  a  primary  hip 
arthroplasty is approximately 1 h surgery, and a revision 
operation is considerably longer; 2 to 2.5 h depending on 
the complexity of the case. The data shown here illustrate 





  Despite  the finding  that  a  1  h  exposure  to  15 mW/





of  the  visible  light  spectrum  into  tissue  increases with 
wavelength, with red light penetrating the skin to 6 mm, 
and shorter wavelength blue light only penetrating up to 




data  on  the  penetration  of  blue  light  are  not  available, 
porcine studies have shown that a 4.3 mW/cm2 laser of 
635 nm light penetrates 1.6 ± 0.4 mm into trabecular bone 
(Bisland and Burch, 2006). Any damage to osteoblasts in 




femoral  stem will  take  place  deep within  the  cavity  of 
the bone, where exposure to 405 nm HINS-light will be 
minimal. It is therefore unlikely that 405 nm HINS-light at 
the intensities and duration used in this study would cause 
any significant delay in osseointegration of implants.
  It was  important  to establish  that, whilst being non-
detrimental  to  the  osteoblast  cells,  exposure  to  5 mW/
cm2 405 nm HINS-light for 1 h was capable of inducing 
a  bactericidal  effect  on  bacterial  contamination. S. 
aureus and S. epidermidis were selected for use due to 
their significance as causative pathogens of arthroplasty 
infections  (Hamilton  and  Jamieson,  2008; Wilson  et 
al., 2008), and at  this dose bacterial kill of 98.1 % and 
83.2 % were  obtained,  respectively,  demonstrating  a 
potent bactericidal effect against the culture collection 
isolates. The bactericidal efficacy of HINS-light against 
clinical isolates from infected hip and knee arthroplasty 




Bacterial  isolates were exposed on agar plate  surfaces using 405 nm HINS-light with an average  irradiance of 
71 mW/cm2.
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rates  of  the Gram-positive  and Gram-negative  bacteria 
reveals that, as reported previously (Maclean et al., 2009), 













practical  application, 405 nm disinfecting  light  systems 




which  could  potentially  have  application  for  directed 




not  significantly  alter  osteoblast morphology,  function 
or  viability.  It  is  an  effective  bactericide  for  clinically 
relevant  bacteria  and  was  found  to  kill  98.1 %  of 
Staphylococcus aureus and  83.2 % of Staphylococcus 
epidermis populations at this dose. These findings, along 
with  the  limited  penetration  of  the  light  into  tissues, 
suggest  that  405  nm HINS-light  at  this  exposure  level 
could  potentially  be  used  for  directed  environmental 
disinfection in orthopaedic operating theatres. In fact, 
osteoblasts  exposed to 5 mW/cm2 for up to 2 h showed 
no loss of viability. For localised short duration exposure, 




tissues,  analogous  to  the  results  from  environmental 
disinfection procedures already demonstrated in the Burns 
Unit  of Glasgow Royal  Infirmary. This  visible  light-
based technology has the potential significantly to reduce 
contamination, and consequently infection, in arthroplasty, 
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